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(57) Abstract: The invention concerns the use of beta- naphthoquinone for making medicines with an inhibiting effect on the release 
of glutamate by the brain, said compounds corresponding to formula (I) wherein: R represents a -NH-CO-NH 2 , -NH-CO-CH 3 , or 
-OH group, glucuronide derivatives corresponding to formula (II) and their pharmaceutically acceptable additive salts with acids. 
The invention is applicable to neurological diseases. 

(57) Abreg£: L' invention vise P utilisation de composes de beta-naphtoquinone pour la fabrication de medicaments a effet inhibiteur 
sur la liberation de glutamate par le cerveau, ces composes lepondant a la formuie (I) dans laquelle R repre'sente un groupement 
-NH-CO-NH 2 , -NH-CO-CH3, ou -OH, des derives glucuronide^ corresponds ts de formuie (U) ainsi que de leurs sels d'addition 
avec des acides pharmaceuuquement acceptables. Application au traitemem de maladies neurologiques. 



- WO 01/05404 PCT/FROO/02120 

» ■ •! 

O 

UTILISATION DE DERIVES OE LA BETA-NAPHTOQUINONE POUR LA FABRICATION DE 
MEDICAMENTS EXERCANT UN EFFET INHIBITEUR SUR LA LIBERATION DE GLUTAMATE 
PAR LE CERVEAU 

5 Nouvelle utilisation de derives de la beta- 

naphtoquinone et de leurs sels pour la fabrication de 
4 medicaments exergant un effet i nhib iteur sur la 
liberation de glutamate dans le cerveau. 

L 1 invention a pour objet une nouvelle 
10 utilisation de derives de la beta- naphtoquinone et de 
leurs sels pour la fabrication de medicaments exergant un 
effet inhibiteur sur la liberation de glutamate dans le 
cerveau - 

Le glutamate est le principal neurotransmetteur 
15 dans le systeme nerveux central des mammif eres . 

Cependant, son accumulation, en exces, dans 
l'espace extracellulaire du cerveau est toxique pour les 
neurones, ce qui a amene a considerer qu'il constituait 
un facteur causal d 1 un grand nombre de maladies 
20 neurologiques, contme l'epilepsie, la sclerose lateral e 
amyotrophique, 1 ' amyotrophie spinale, la maladie de 
Huntington et dans diverses atteintes liees aux effets 
deleteres ■ dus aux exces de g-lutamate libere a la suite 
d 1 accidents cerebraux d 1 origine vasculaire , traumatique 
25 ou autre - 

L' etude par les inventeurs de certains composes 
de beta- naphtoquinone connus comrae medicaments 
vasoprotecteurs a montre qu'ils presentaient , de maniere 
inattendue, des effets inhibiteurs sur la liberation de 
30 glutamate. 

L' invention vise done une nouvelle utilisation 
de derives de beta -naphtoquinone pour la fabrication de 
medicaments a effet inhibiteur sur la liberation de 
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5 glutamate pax le cerveau, ces derives repondant a la 
formule (I) 
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dans . laquelle R represente un groupement 
-NH-CO-NH 2 , -NH-CO-CH3 , ou -OH, des derives glucuronides 
15 correspondants de fornrule (II) 

OH 
1 
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ainsi que de leurs sels d 1 addition avec des acides 
pliarmaceutiquement acceptables. 

Elle vise tout specialement 1 1 utilisation de la 
2-semicarbazone de la 1,2 naphtoquinone, appelee 
30 naftazone selon sa denomination commune internationale, 
ainsi que son derive glucuronide correspondant , 1 1 acide 
1- (1 -hydroxy, 2-naphtyl) seraicarbazide- i-(3-0-glucopyrano- 
siduronique, de formules, respectivement, (III) et (IV) 
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15 (HI) (IV) 

lies sels d 1 addition avec des acides de ces 
composes coraprennent les sels formes avec des acides 
mineraux ou des acides organiques . 

A titre d'exemple, on citera 1 ' acide 
20 chlorhydrique, bromhydrique , sulfurique, phosphor ique, ou 
encore formique, benzolque, maleique, tartrique, 
citrique, oxalique, aspartique et des acides alcane 
sulfoniques . 

La preparation des composes utilises selon 
25 1 1 invention, a ete largement decrite dans la litterature, 
par exemple dans le BSM 924 M ou le brevet FR 2103 504, 

Les proprietes inhibitrices de ces composes, 
rapportees ci-apres dans les exemples, les rendent 
particulierement appropries pour le traitement de 
30 maladies neurologiques et des atteintes liees aux effets 
deleteres du glutamate libere en exces . 

On citera par* exemple le traitement de 
I'epilepsie, de la sclerose laterale amyotrophique , de 
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5 1 ' amyotrophic spinale, de la maladie de Huntington, des 
effets deleteres dus aux exces de glutamate libere a la 
suite d" accidents cerebraux d'origine vasculaire, 
traumatique ou autre s . 

Ces medicaments sont administres notannuent par 
10 voie orale et par voie injectable. lis se presented 
avantageusement sous forme de comprimes, dragees, 
gelules, capsules, granules, pour 1 ' administration par 
voie orale, ou de solutions ou suspensions pour 
1 ' administration par voie injectable. 

Les doses seront adaptees selon le patient et 
la pathologie a traiter et sont par exemple 1 mg a 100 
mg/jour. 

D'autres caracteristigues et avantages de 
1' invention sont donnes dans les exemples qui suivent 
dans lesquels il est fait reference aux figures 1 et 2 , 
qui representent respectivement 

la figure 1, le schema illustrant ' le 
protocole des mesures de cnimioluminescence, et 

- la figure 2, la liberation de glutamate 
25 spontanee et celle provoquee en fonction de la 
concentration en naftazone (fig. 2A) ou en son derive 
glucoronide (fig. 2B) . 
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Exemple 1 : Etude des effets innibiteurs sur 
glutamate de la naftazone et de son derive glucoronide. 
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5 a : Etude de l'effet d 1 un traitement continu avec la 
n aftazone pendant 15 j sur les taux de glutamate dans le 
CSF de rats normaux 

On utilise des rats Sprague-Dawley pesant 200 a 
22 0 g et des souris Swiss -Webster des deux sexes, de 4 a 
10 8 semaines. 

On maintient les animaux dans des cages, dans 
une piece bien ventilee a 23-24°C, durant un cycle 
lumiere /obscurite de 12b, 

Pour etudier les taux de glutamate dans le CSF 
chez les temoins ou apres traitement a la naftazone, on 
divise les rats males en 3 groupes : - 

-le groupe I (n=8 ) est utilise corame temoin. 
Les rats de ce groupe sont alimentes per os pendant 15 
jours avec le meme vehicule que celui utilise pour 
solubiliser la naftazone, a savoir 1% de metbylcellulose, 
Sigma, 

- les animaux des groupes II (n=5) et III (n=5) 
sont alimentes per os pendant 15 jours avec, 
respect ivement, 10 et 100 mg de naftazone par kg, par 
jour, donne sous forme d'un seul bolus . 

On recueille le CSF des rats anestbesies avec 
6% de pentobarbital (i.p.), en operant selon les 
protocoles habituels. 

Les animaux sont ensuite decapites. Les 
ecbantillons de CSF sont centrifuges a 6000g durant 10 
min a 10 °C. 

On extrait le surnageant et on e limine le culot 
contenant les depots de sang. 
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5 Les echantillons sont maintenus dans de I'acide 

trichloracetique a 2,5%, et conserves a -80°C. 

On utilise de l 1 ether pour eliminer par lavage 
I'acide tricliloracetique des echantillons. 

Pour determiner les taux de glutamate dans le 
10 CSF, on precede a des mesures de chimio luminescence selon 
le protocole decrit dans le schema donne dans la figure 
1. La reaction est basee sur l'oxydation du glutamate en 
2 - oxoglutarate sous 1 ' action de la glutamate 
deshydrogenase, qui produit NaDH2, evalue en utilisant la 
15 reaction chi mi oluminescente de photobacterlum. 

Les echantillons de CSF sont testes en ajoi_ '::<=-: 
tin volume connu d 1 echantillon au milieu reactionnel .cvui 
contient . 250 'fil de sucrose (120 mM) dans le tarspon Tris 
(120 mM, pH 7,2), 50 jil du melange enzymatique NAD, FMN 
20 NADH-FMN oxydo reductase , lucif erase et GDH, et 5 fil de n- 
decyl aldehyde. 

La lumiere eraise par la reaction luminescente 
consecutive a l'oxydation du L-glutaraate et k la 
production de NADH est detectee par une unite de 
25 photomultiplicateur , enregistree et calibree par 
comparaison avec la lumiere emise par un standard 
glutamate . 

L 1 analyse statistique des donnees est effectuee 
en utilisant le test t de Student pour les echantillons 
30 non apparies . Les valeurs sont exprimees en moyenne + /-. 
SEM . n=nombre d 1 animaux ou d 1 experiences effectuees. 
Les donnees sont considerees comme signif icativement 
differentes des controles a P<0,05. 
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5 Les rats temoins {gxoupe I) qui ont re<?u le 

vehicule methylcellulose pendant ±5 jours ont une teneur 
en glutamate dans le CSF allant de 16 a 34 nmol ml" 1 avec 
une valeur moyenne de 22,1 + / - 6,3 nmol ml" 1 (n=8) . 
Le traitement journalier des ra.ts (groupes II et III) 
10 pendant 15 jours avec une dose de 10 ou 100 mg/kg de 
naftazone montre que la teneur en glutamate dans le CSF 
des 2 groupes de rats est, respectivement , de 8,1 ± 1,8 
(n=5) et 10,8 ± 3,3 nmol ml" 1 (n - 5) . 

Ces resultats montrent que la teneur en 
15 glutamate dans le CSF des rats traites avec les 2 doses 
de naftazone est s igni f i cat ivement reduite (P=0,001 et 
p=0,004, respectivement), par rapport aux temoins. 
De plus, on n 1 observe pas de difference significative de 
teneur en glutamate dans le CSF entre les 2 groupes de 
20 rats traites avec la naftazone, ce qui indique que 
l ! effet du medicament n'est pas dose - dependant . 



B : Etude des effets de la naftazone et de son derive 
crlucuronide sur la liberation de glutamate a partir de 

25 synaptosomes de cerveaux de souris 

Pour preparer les synaptosomes des fibres 
raoussues, on decapite des souris Swiss- Webster et on 
enleve rapidement le cervelet.On lave de petits morceaux 
de tissus (1 a 2 mm 3 ) dans 10 0 ml d'une solution standard 

30 physiologique de mammifere contenant (mM) : NaCl, 13 6 ; 
KC1, 5,6 ; MgCl 2 1,2 ; CaCl 2 2,2 ; glucose 5,5 ; NaHCD 3 
7,5 ; tampon NaHPQ 4 /Na 2 HP0 4 1,2. 
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5 On fait passer un courant d'oxyg£ne pendant 10 

min. 

Pour dissocier les morceaux, or; aspire en va-et-vient 
avec une pipette de 1 mi . 

On dilue 1 1 homogeinisat obtenu dans 2 ml d'une 
10 solution de Krebs de mammif ere et on filtre a travers un 
tissu en Nylon* (50 de maille) . 

On recueille le filtrat et on laisse sedimenter 
pendant 30 a 45 min par gravite. 

Les synaptosomes derives des fibres moussues 
15 glutamatergiques sedimentent en raison de leur grande 
taille avec la fraction nucleaire . Le surnageant est 
e carte et le culot est rends en suspension dans 1 ml 
d f une solution standard. 

On detecte la liberation de glutamate des 
20 synaptosomes selon la technique utilisee pour 1 1 evaluer 
dans le' CSF. 

Les figures 2A et 2B montrent respectivement 
les effets de la naftazone (a des concentrations de 0,5 a 
50 /xM) et de son derive glucuronide, sur la liberation 
25 spontanee de glutamate (courbe -O-) et sur celle 

provoquee par depolarisation (courbe -•-) . 

Cbaque point dans A et B represente la moyenne 
I.S.E-M. de 3 raesures effectuees en triple , Dans A, le 
glutamate libere spontanement est me sure en continu 
30 pendant une exposition de 1 b au medicament teste et 
compare a des temoins . La liberation de glutamate par 
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depolarisation est determinee apres une exposition de 1 h 
au medicament teste et comparee aux temoins . 

Les medicaments sont mis a incuber pendant lh 
avec des aliquots synaptosomaux avant les mesures . 

La liberation de glutamate en reponse a la 
depolarisation induite par un milieu a forte teneur en K* 
(3 0 mM) contenant Ca 2 * (5mM) n'est pas signif icativament 
affectee par la naftazone aux valeurs de concentrations 
etudiees . 

Cependant, comrae le montre la figure 2A, la 
naftazone diminue la liberation spontanee de glutamate a 
partir des synaptosomes . On observe deja 1 ' ef f et 
inhibiteur de la naftazone sur la liberation spontanee de 
glutamate a la plus faible concentration en medicament 
utilisee (0,5 /xM) . Cet effet est maximal a la 
20 concentration de 25 fiM. 

Des concentrations plus elevees n» apparaissent 
pas augmenter davantage 1' effet innibiteur. 
Lorsqu'on evalue 1' effet du derive glucuronide sur la 
liberation spontanee et sur celle provoquee par K* , on 
constate que le medicament ne reduit pas la liberation 
spontanee de glutamate dans 1 ■ intervalle des 
concentrations utilisees . 

Cependant, comme le montre la figure 2B, le 
derive glucuronide decroit de maniere dose- dependant e la 
liberation induite par un milieu a forte teneur en K* (30 
mM) contenant Ca 2 * (5 mM) . 
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5 La diminution maximal e (environ 6 0%) est 

observee a la plus forte concentration en medicament 
testee (32/iM) - 

Exemple 2 : Fabrication de compositions 

10 pharmaceutiques . 

En operant selon les techniques classiques, on 
fabrique des comprimes contenant : 

- naftazone : 10 mg 

_ excipient qsp pour 10 0 mg 
15 ou des solutes injectables contenant : 

- naftazone : 5 mg 

- eau sterile qsp : 2 ml. 
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REVEND I CATIONS 
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1/ Utilisation de composes de beta- 
iiapiitoquinone pour la fabrication de medic am e n ts a effet 
inbibiteur sur la liberation de glutamate par le cerveau, 
ces composes repondant a la forraule (I) 
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dans laquelle R represent e un groupement 
-NH-CO-NH 2 , -NH-CO-CH 3/ ou -OH, des derives glucuronides 
correspondants de formule II 

OH 

: 
i 

OH 

(ID 
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ainsi que de leuxs sels d* addition avec des acides 
pharmaceutiqueraeiit acceptables . 
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5 2/ Utilisation selon la revendication 1, 

caracterisee en ce qu f on met en oeuvre la 2-semicarbazone 
3e la 1,2 naphtoquinone , ou son derive glucuronide 
correspondant, l'acide 1- (1-hydroxy, 2-naphtyl) - 
semicarbazide-l-p-O-glucopyranosiduronique, de f ormules 
10 respectivement, (III) et (IV) 




(III) (IV) 

25 

3/ Utilisation selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterisee par la mise en oeuvre de sels formes avec 
des acides mineraux ou des acides organiques. 

4/ Utilisation selon l'une quelconque des 
30 revendications 14 3, pour la fabrication de medicaments 
pour le traitement de maladies neurologiques et des 
atteintes liees aux effets deleteres du glutamate libere 
en exces . 
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5 5/ Utilisation selon la revendication 4, pour 

la fabrication de medicaments pour le traitement de 
l'epilepsie, de la maladie de Huntington, de la sclerose 
laterale amyotropliique, de 1 1 arayotrophie spinale, des 
effets deleteres dus aux exces de glutamate libere a la 
10 suite d f accidents cerebraux d'origine vasculaire, 
traumatique . 

*6/ Utilisation selon l'une quelconque des 
revendi cations 1 a 5, caracterisee en ce que les 
"medicaments sont administres par voie orale ou par voie 
15 injectable. 



* r: WO 91/05404 PCT/FR00/02120 



1/2 



FIGURE 1 



GLUTAMATE DEHYDROGENASE 
GLUTAMATE^NAD^-^-2-OXOGLUTARATE^NADH, 



k 

r OXYDOREDUCTASE^ 
DEC ALDEHYDE-^ - ^» > LIGHT 



4 



PHOTO BACTERIUM LUCIFERASE 



FEUILLE DE REPLACEMENT (REGLE 261 



WO'01/05404 PCT/FROO/02120 
% - ' * 2/2 



FIGURE 2A 
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FIGURE 2B 
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